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はじめに
ある重金属による中毒が他の重金属により緩和される
という現象，たとえばカドミウムにd)と亜鉛(Zn).水
銀(Hg)とセレン (Se)の相互作用に対してメタロチオ
ネインの関与が注目されているトヘアルキル水銀中毒
がSeによって緩和されるという例はマウスヘ日本うず
ら6)1)，ネコベラット如叫などで多く報告されてきた。
Gantherら叫ム水銀中毒の日本うずらにまぐろの生肉を
与えると中毒症状が緩和されると報告し，まぐろ生肉中
にはSe含有量が多いことに注目したのであったが，当時
はまだ.Seとメタロチオネインとの関係については論議
されていなかった。メタロチオネインは分子量が10000前
後のタンパク質で， SH基の含有量が多く.250nm付近に
最大吸収があり，重金属と結合している川。また，Kagi 
らは}は分子量が約6000のメタロチオネインの存在も報告
している。あらかじめcdやZnを動物に投与しておくと，
cdやHgを再投与した場合，これら重金属の致死量が高
くなる。これは重金属による前処理がメタロチオネイン
の生成を誘導し，重金属との結合能が婚したためであろ
うと考えられている日}。
一方.Seは動物の飼料中に欠乏すると臼筋症，肝臓お
よび心筋の壊死，話事出性素質，繁殖不良などの障害があ
らわれる。反対に過剰に与えると家畜はSe中毒におちい
り，脱毛，ひずめの脱落，貧血などの症状が認められ
るl4)。
本報告において，著者らはgoldthioglucoseを投与し
たマウスを用い，肝臓中のタンパク質と結合する金(Au)
の分布がSeの投与によってどのように影響されるかに
ついて観察した。
• Gold thioglucose投与ォウスの生化学的応答(第4報)
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実験方法
供試動物および実験食
日本クレアより 4週令のJCL-ICR系雌マウスを購入し
た。TableI に示す実験食を 6~7gえさ箱に入れ， 水を
加えて膨潤させてから与えた。実験食中のSeの濃度は，
Se添加食0.54ppm.無添加食0.02ppmであった。 Se添加
食または無添加食で 2週間飼育したのち， (1) gold 
thioglucoseを注射して 2日後に10匹.(2) 15日後に10
匹.(3) gold thioglucoseを注射しない対照 (10匹)の3
群に分け.それぞれ屠殺するまで各群5匹ずつ， Se添加
食または無添加食で飼育した。 なお，対照は(2)と同週令
のマウスを用いた。
Table I EXPERIMEN1AL DIET 
Se (+) Se (ー )
Corn starch 1 kg 1 kg 
T orula yeast 1 kg 1 kg 
Com oil 84.2 g 84.2g 
Vitamin mix. 21.1 g 21.1g 
Na，SeO， 2.4 mg 。
• The composition of vitamin mixture was as follows 
(in %): thiamin-HCl， 0.059: riboflavin， 0.059: 
nicotinic acid， 0.294 : calcium pantothenate， 0.235 : 
pyridoxine-HCl，0.029: menaquinone， 0.006: biotin， 
0.001 : tetrahydrofolic acid， 0.002 : cyanocobalam-
in， 0.0002 ; myoinositol， 1.176 ; ascorbic acid， 0.588 ; 
lactose， 97.551. 
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Gold thioJ;!lucose (GTG)の合成
前報1叫と同様の方法で合成した。
GTGの投与法
食
実験食を与えはじめてから 2週間後， GTGをマウスの
腹腔内に l回注射した。その投与公は体重20gあたり 8
mgとした。
肝臓中のタンパク質の分画
GTGの投与2日後と15日後，および対照(GTGを注射
しない)のマウスをエーテル麻酔下にて心臓より採血し、
すみやかに肝臓，腎綴.胆のうをとり出して，それぞれ
の重量を測定した。
O.OlM Tris.HCl緩衝液 (pH8.6)で肝臓の25%ホモジ
エネートを作製し，これを600Xgで5分間遠心分離し，
その上清をさらに105，000Xgで60分間遠心分離した。得
られた上清はSephadexG.75を用いるカラムクロマトグ
ラフィーによって分画した。すなわち， O.OlM Tris.HCl 
緩衝液 (pH8.6)でSephadexを十分に膨潤させてカラム
(1.5 X30cm)につめ，同じ緩衝液で平衡化したカラムに
試料1.5mlを静かに注入し，向じ緩衝液 (pH8.6)によっ
て0.6ml/minの流速で溶出した。 t容出液はフラクション
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コレクターで3mlずつ捕集した。
タンパク貿の測定
湾出液について250nmおよび280nmの吸光度を分光光
度計にて測定した。またタンパク質はLowryら1叫の方法
によっても測定した。
SH基の測定問
溶出液 1mlを目盛付遠心管(lOml)にとり，塩酸アセ
トン (99%アセトン10.1N塩酸)を 9ml力日え， 20分間放
置したのち， 2，000rpmで1分間違心分厳した。上清をア
スぜレーターで除き，沈澱したタンパク賀にmercury
orangeと0.1Mリン酸緩衝液(pH7.0)の混合液(l: 1) 
5mlを加え，共栓をして強く痩持した。 15分後， 1.000 
rpmで1分間遠心分離して上清を除き，純アセトン 7ml
を加えてよく撹持した。 10分後， 1，000rpmでl分間違心
分離した。上記の操作を3固くり返して上清中の吸光度
(470nm)がほぼOになったのを擁かめたのち，塩酸アセ
トン (99%アセトン10.01N塩酸)を正確に 5ml加え，タ
ンパク質と結合した色紫をi容出させた。3，000rpmで5分
間違心分離した上清を470nmで比色定量した。
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Fig.1 Column chromatogram of mouse liver homogenate 
(a) : control without the injection of gold thioglucose. 
(b) : 2 days after the injection of gold thioglucose. 
(c) : 15 days after the injection of gold thioglucose. 
The mouse liver was homogenized with 0.01 M Tris.HCl buffer (pH 8.6) containing 0.05 M NaCl， centrifuged at 
600 X g for 5 min. The supernatant was applied on the top of colllmn (1.5 X 30 cm) of Sephadex G・75. Elution was 
carried with the above bllffer. Each 3 ml fraction was collected. Flow rate was 0.2 ml/min. 
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Fig_2 Column chromatogram of mouse liver cytosol fraction 
(a) : control without the injection of gold thioglucose_ 
(b) : 2 days after the injection of gold thioglucose. 
(c) : 15 days after the injection of gold thioglucose. 
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The mouse liver was homogenized with 0.01 M Tris-HCl buffer (pH 8_6) containing 0.05 M NaCl， centrifuged at 
600 X g for 5 min.， then centrifuged at 105，000 Xg for 60 min. The supematant was applied on the top of column ( 
1. 5 x 30cm) of Sephadex G-75. Elution was carried with the above buffer. Each 3 ml fraction was collected_ Flow 
rate was 0.2 ml/min. 
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Auの定量
溶出液のAuの定震は中性子放射化分析法によった。手
法の詳細は前幸富山と同様である。
実験結果
マウスの肝臓および腎臓の肉眼的所見
GTGの投与2日後のマウスの肝臓は対照(GTGを投与
しない)にくらべて明らかに光沢が失われ色調はむしろ
黄色がかったかっ色を呈していた。腎臓も白色がかった
外見を呈し，とくにSe添加食の腎臓は表面に白い頼粒が
みられて全体的に白く変色していた。
カラムクロマトグラフィ ー
Fig.l'こ各群のマウス肝臓の600Xg上清をSephadexG. 
75にかけたタンパク質の洛出パターンを示した。(a) 対照
(GTGを注射しない.(c)と同週令のマウス)， (b) GTG役
与2日後 (c)GTG投与後15日後ともに同じような溶出
パターンが得られた。すなわち，いずれも大きなピーク
が2ヶ所観察された。第一のピークはvoidvolume近くに
あらわれ，分子量60，000以上の高分子のタンパク質であ
ろう。なお，このピークは詳細にみるとフラクションNo
8. 9が肩になった二つのピークから構成されている。
第二のピークはフラク ションNo14.15を頂点としてい
る。分子量13，000のcytochromecがNo101こ溶出される
ことから，ζの第二のピークは分子量が10，000前後のタ
〉パク質であろう。同様に105，000Xgの上清についても
タンパク質の溶出パターンは二つの主なピークが観察さ
れた (Fig.2)0105，OOOXgの上清の場合，第一のピーク
は600Xg上清のX~Ysを示すにすぎなかったが，第二の
ピークは600Xgの上清とほぽ同程度の値であった。ま
た，マウス肝臓の600Xg上清をSephadexG.75のゲルろ
過にかけ，その溶出液について.SH基の量を測定した。
( 5 ) 
その結果を Fig.3に示した。 Se添加食の場合 (Fig3 
a ).対照とGTG投与 2 日後はともにNo16~18で大きなピ
ークがみられ，対照よりもGTG投与2日後の方が大きか
った。また.GTGの投与によってNollとNo14にも小さ
なピークがみられた。 一方.Seを添加しない場合(Fig.3
b) には，対照ではNo12~14に大きなピークがみられ，
GTG投与2日後ではNoll.12のところとNo17.18のと
ころにピークがあらわれた。GTGの投与によって，対照
にみられた大きなピークが減少したこと，さらにより低
分子のタンパク質中のSH基が橋大したととが特徴的であ
った。
Auの溶出パターン
カラムクロマトグラフィ ーの溶出液について，放射化
分析により Au量を測定した。その結果をFig.4に示し
た。
(1) 600Xgの上清
GTG投与 2日後 (Fig.4a).Se添加食ではピークIが
みあたらない。また，ピーク I.V. VIはSe添加食の方
が無添加食にくらべてAu値が大きかった。
Seの添加，無添加食ともにGTG投与15日後 (Fig.4b，)
ではピーク 1.Vが著明に減少した。 Se無添加食ではピ
ーク血が全く消失していた。
(2) 105，000Xgの上清
Se無添加食 (GTGの投与2日後)ではピークIがみあ
たらず，ピ クー Iの大きいのが目立つ(Fig.4 c)。これを
600Xg上清の溶出パターン (Fig.4 a)とくらべると.Se 
無添加食のピークII.IV. VIが著しく小さかった。 一方，
Se添加食ではピークI， VIが減少したのに対して，ピー
クI.Iが精加した。なお，ピーク 1.Iにはタンパク
質量を検出できたが，それ以外のピークには検出するこ
とができなかった。
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SH group was determined by the method of Sakai川.
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Fig.3 Column chromatogram of SH group of mouse liver 
(a) : Selenium supplemented diet 
(b) : Diet without supplementation of selenium 
The procedure was same as described in Fig.l legend. 
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Fig.4 Au distribution of mouse liver homogenate and cytosol fraction 
(a) 2 days after the injection of gold thioglucose (homogenate). 
(b) 15 days after the injection of gold thioglucose (homogenate). 
ω 
(c) 2 days after the injection of gold thioglucose (cytosol fraction， supernatant of 105，000 X g) 
Column chromatographic procedure was carried as same as described is in the legends of Fig.l 
and 2. '98 Au of each fraction was determined by activation analysis. 
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考察
GTGの投与2日後のマウス肝の105.000Xg上清を放射
化分析した結果 (Fig.4 c)とSH基の結果 (Fig.3)とを
くらべてみると， Se添加食のピ}クIはFig.3 aのフラク
ションNo16，17， 18に相当し， SH基の最大のピークと一
致している。したがって，とのAuはFig.3 aのNo16，
17， 18に溶出されるタン川ク質と結合した形態であろう
と推察される。一方， Se無添加食ではピークIが認めら
れなかった。
ピーク IのAuはFig.3aおよびFig.3 b-のNoll，12に溶
出されるタンパク質と結合しているものと考えられる。
分子量既知のマーカーとしてcytochromeCおよびインシ
ュリンをSephadexG・75にかけて，それらの溶出位置を
しらべたととろ， cytochrome cはプラクションNo10に，
インシュリンはNo13に溶出された。したがって， Fig.4 
cのピーク IのAuは分子量10.000前後のタンパク質と結合
した形態で存在しているのであろう。また， Se添加食に
のみ観察されたピークIのAuは分子量lO.OO以下のタン
パク質と結合したものであろう。
フラクションN016， 17， 18に溶出されるSH基は， Se 
添加食において，GTG投与2日後にも，対照(GTGを投
与しない)にも大きなピークとして観察された (Fig.3
a)。この薗分はSeの添加によって誘導されたことを示唆
している。一方， Se無添加食において，対照のSH基のピ
ークがNo12，13にあり， GTGの投与によってNo12，13 
に加えてNo16.17， 18にもピークがあらわれた (Fig.3
b)o No16， 17， 18のピークはGTGの投与によっても誘導
されたものと恩われる。
重金属の投与によってSH基が増加するとの報告18)はあ
るが，本実験においても， Se添加食と無添加食とをくら
べてみると，GTGを投与しない対照では明らかにSe添加
食の方がSH基量が多かった。これに対して，GTG投与15
日後にはSH基量が減少している。投与されたGTGが遊離
のAuとして存在するもの以外はタンパク質あるいはペプ
チドのSH基と結合しているものと仮定するならば，GTG
投与15日後には，おそらくAu-チオネインは肝臓の外へ運
び出されたのであろうと考えられる。
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要約
マウスをSe添加食または無添加食で2週間飼育したの
ち， (l)Gold thioglucoseを腹腔内に注射して2日後 (2) 
15日後 (3)Gold thioglucoseを注射しない対照の3群に
分け，肝臓中の金 (Au)とSH基を含むタンパク質 (Au
-チオネイン)の生成がどのように影響されるのかについ
て検討した。
Se添加食の場合，分子量10.000以下のAu-チオネイン
の生成を促進したが，分子量10.000前後のAu-チオネイン
に対してはあまり影響をおよぼさなかった。
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Summary 
The influence of selenium on synthesis of liver protein containing Au and SH group (Au.thionein) was 
investigated. Mice were fed a torula yeast.based diet with or without selenium supplement (0.52 ppm selenium as 
sodium selenite) for 2 weeks. 
The mice were then injected intraperitoneally with O.4mg gold thioglucose per gram body weight. After 2 and 15 
days on the same diet， respectively， the mice were killed for the gelfiltration analysis of SH and Au distribution in 
the liver homogenates and in its 105，000 Xg supematant fraction. 
The results indicated that selenium induced the synthesis of Au-thionein with a molecular weight of about 6，000 
but did not influence the synthesis of Au-thionein with a molecular weight of about 10，000 
(9 ) 
